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　　　The　monoclonal　antibody　NCC－LU－45　was　selected　from　a　hybridoma　fusion　of　spleen　cells　of
nude　mice　immunized　by　xenotransplantation　with　the　moderately　differentiated　human　lung
adenocarcinoma　cell　line　NCC－LU－201　and　rejection　with　isograft　of　spleen　cells．　NCC－LU－45
recognized　a　250　kd　molecule　as　a　major　component　in　the　conditioned　medium　of　NCC－LU－201　used
as　an　lmmunogen．
　　　Solidphase　radioimmunoassay　and　immunoblotting　analysis　revealed　that　the　molecule　detect－
ed　by　NCC－LU－45　was　an　extracellular　matrix　glycoprotein，　tenascin．
　　　The　tissue　distribution　and　expression　of　tenascin　defined　by　immunohistochemistry　using
NCC－LU－45　in　human　normal　tissue　sections　and　human　lung　cancer　tumor　tissue　sections　obtained
from　133　cases　of　resected　lung　cancer　were　examined．
　　　In　normal　tissue　sections，　NCC－LU－45　defined　tenascin　in　the　basement　layer　of　bronchial
epithelium，　squamous　epithelium　and　intestinal　mucosa，　the　stroma　surrounding　renal　tubules，
normal　liver　sinusoid，　spleen　cord，　some　smooth　muscles　and　vascular　endothelium，　but　not　in
alveolar　epithelium，　pancreas，　cardiac　muscle，　nerve，　ovary　and　adrenal　gland．
　　　In　lung　cancer　tumor　tissue　sections，　tenascin　was　detected　in　the　stroma　surrounding　tumor
cells　of　all　133　cases　examined，　but　not　in　normal　lung　tissues．　ln　papillary　proliferating　well
（1990年1月9日受付，1990年1月17日受理）
Key　words：テネシン（Tenascin），細胞一基二間接着分子（Cell－substrate　adhesion　molecule），細胞外基質
糖蛋白（Extracellular　matrix　glycoprotein），上皮一間充織相互作用（Epithelial・mesenchymal　interaction），
肺癌（Lung　cancer）
　The　abbreviations　used　are；　RGD，　amino　acid　sequence　of　arginine－glycine－aspartic　acid；　PBS，
phosphate－buffered　saline　containing　O．1　M　NaCl　and　O．05　M　Na2HPO4　（pH　7．3）　；　HAT，　hybridoma　selection
media　containing　1×10一‘Mhypoxanthine，1×10－6　M　aminopterin，　and　1．6×10－5　M　thymidine；NSS，　normal
swine　serum；　ABC，　avidin－biotin　complex；　DAB，　3，　3’一diaminobenzidine　tetrahydrochloride．
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differentiated　adenocarcinoma，　tenascin　staining　was　strikingly　restricted　to　the　stroma　surround－
ing　cancer　cells，　compared　with　the　distribution　of　fibronectin　as　a　control．
　　The　secretion　of　tenascin　into　the　conditioned　medium　of　the　lung　cancer　cell　line　NCC－LU－201
used　as　an　immunogen　indicates　that　tenascin　could　be　produced　by　cancer　cells　as　well　as　by
stromal　cells．
　　The　distribution　of　tenascin　in　lung　cancer　tissue　resembled　a　cancer　bed　and　might　indicate
that　tenascin　was　necessary　for　cancer　development，　and　some　cancer　cells　could　produce　tenascin
as　an　autocrine　substance．
1．緒 言
　細胞外基質は，主として線維成分を構成するcol－
1agen，　elastin，無構造物質としてのproteoglycan，
及びfibronectin，1aminin，　vitronectinなどの種々
糖蛋白より構成され，各々の巨大分子が自ら凝集し，
また他の構成成分と互いに結合して基質を作り上げ
ている．
　Tenascinはニワトリの胎児線維芽細胞培養上清
よりはじめて同定された細胞外基質糖蛋白で1），現
在ではmyotendinous　antigeni）・2），　glioma　mesen－
chymal　extracellular　matrix　antigen　（GMEM）3），
glioma　associated　antigen‘），　J　l　antigen5），
cytotactin6），　hexabrachion7）などと呼ばれたもの
と同一であると考えられている．電子顕微鏡による
観察では，特徴的な6本足の構造をもち，分子量は
非還元下で1000～1500kd，還元下で約250　kdで
ある．　Ehrismann　らは　Tenascinにおいて
fibronectinより強い赤血球凝集活性を見出し8），ま
たニワトリの線維芽細胞の丘bronectinへの接着が
tenascinによって阻害される事を示した9）・10）．　Ruos－
lahtiらは種々の癌細胞，線維芽細胞，血管内皮細胞
における，RGD（arginine－glycine－aspartic　acidか
らなるアミノ酸配列）依存性の細胞接着活性の存在
を報告している11）．さらにtenascinは，　c－DNA
cloningによりEGF（epidermal　growth　factor）類
似構造が認められており12）・13）・14），腫瘍血管内皮細胞
に対する増殖作用も報告されている3）。
　癌における　tenascinの免疫組織化学的検討は，
Bourdonらがヒト脳腫瘍について3），またEleanor
らがラット乳腺腫瘍について8）・15）報告しており，悪
性腫瘍におけるtenascinの発現が特異的に高いこ
とを示した．
　この研究では，ヒト中等度分化型肺腺癌培養細胞
を免疫原として作製したヒトtenascinに対するモ
ノクローナル抗体を用いて，種々の組織型の肺癌に
おけるtenascinの発現を免疫組織化学的手法を用
いて検討し，また免疫原とした細胞NCC－LU－201
の培養上清中に出現するtenascinを，ウェスタン
プロット法を用いて検出した．
II．材料および方法
　1．培養細胞；肺腺癌培養細胞NCC－LU－201は，
ヒト中等度分化型肺腺癌手術材料より樹立された細
胞株で，東京・国立がんセンター研究所病理部より
供給された．無血清培地ACL416）を用い，37℃，5％
CO2の条件下で培養される．
　2．正常組織；正常組織は，1988年6月より7月
まで東京・国立がんセンターにおける剖検材料4検
体より死後6時間以内に採取した．
　3．肺癌組織；肺癌組織は，1986年4月より1988
年9月まで，東京・国立がんセンター病院で切除さ
れた肺癌手術症例133例より得られた．組織型は，
腺癌64例，扁平上皮癌26例，大細胞癌22例，小
細胞癌21例であった．
　4．抗体；抗ヒトtenascinモノクローナル抗体
NCC－LU－45は，以下の方法で作製した．　NCGLU－
201細胞108個をPBS　O。5　mlに浮遊させ，18な
いし20gのBALB／Cヌードマウス皮下に接種し
た．i接種後約3カ月で，腫瘍が直径8～10　mm大と
なった時点で同系BALB／C正常マウスの脾細胞
108個を腹腔内に投与した．約1カ月で腫瘍径は縮
小し，漸時消失あるいは疲痕化した17）．この時点で再
度，NCC－LU－201細胞107個をPBS　O．5　mlに浮
遊し，ヌードマウス腹腔内に投与した．NCC－LU－201
再投与3～4日後に同マウスの脾臓を摘出し，マウ
ス骨髄腫由来細胞P3－X　63－Ag　8－U　1と細胞融合
をおこなった18）．ハイブリドーマの選択は，HAT培
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Fig．　1　Electrophoretic　and　immunologic　comparison　of　tenascin　and　other　extra
　　cellular　matrix　proteins　prepared　as　described　in　the　Materials　and　Methods．
　　Ammonium　sulfate　precipitate　of　the　medium　of　human　lung　cancer　cell　line
　　NCC－LU－201　was　separated　on　SDS　gels　containing　7．50／o　acrylamide　and　trans－
　　fered　to　nitrocellulose　membrane．　lmmunoblotting　was　performed　with　anti－
　　human　tenascin　monoclonal　antibody　NCC－LU－45　（lane　1），　anti－human
　　fibronectin　monoclonal　antibody　FN　8－12　（lane　2），　anti－human　vitronectin
　　monoclonal　antibody　M　2　（lane　3）　and　anti－human　type　IV　collagen　monoclonal
　　antibody　JK－199　（lane　4）．
地により行ない，スクリーニングは，アセトン固定
パラフィン包埋した肺癌切除標本を用いた免疫組織
化学染色において肺癌間質に特異的な染色性を認め
るクローンを選択した．得られたハイブリドーマを，
プリスタン前処置BALB／C正常マウス腹腔内に，
一匹当たり107ケ接種し，得られた腹水をMcKin－
neyらの方法19）に準じて精製し，モノクローナル抗
体とした．モノクローナル抗体は，2％NSS／PBS溶
液で希釈して各染色に用いた．
　対照として，抗ヒト血漿fibronectinモノクロー
ナル抗体FN　8－12（宝酒造），抗ヒトvitronectinモ
ノクローナル抗体M2（岩城硝子），抗ヒトtype　IV
collagenモノクローナル抗体JK－199（ダイアヤト
ロン）を用いた．
　5．　SDS－PAGE　（sodium　dodecyl　sulfate　polya－
crylamide　gel　electrophoresis）及びウェスタンプ
ロット法；72時間confluentな状態で培養した
NCC－LU－201の培養上清を採取し，1000　rpm，10
分間遠心沈殿させ，0℃にて48時間35％飽和硫酸
アンモニウムと反応させた．反応後3000rpm．30分
間遠心沈殿させ，沈殿物を0．5mg／ml　PBSに調製
し，さらにLaemmliのサンプルバッファー一20）と等
量混合し，100℃5分間で還元し，分離用アクリルア
ミドゲル7．5％，スタッキングアクリルアミドゲル
3％，8mA／ゲル定電流にてSDS－PAGEを施行し
た．終了後0．22μmミリポア製デユラポア膜に30
V定電圧20時間にて転写し21），2％スキムミルク，
2％tween－twenty／PBSにてブロッキング後，各抗
体と室温で2時間反応させ，ビオチン化抗マウス
Ig　G抗体を二次抗体として用い，ABC－DAB法22）に
て発色した．
　6．免疫組織化学染色；ヒト正常組織及びヒト肺
癌組織の免疫組織化学染色は，ABGDAB法22）にて
行なった．各組織を一20℃アセトンで固定後パラ
フィン包埋し，ユングのミクロトームを用いて厚さ
2．5μmに薄切し，スライドガラス上にのせ4℃に
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Fig．　2　ABC　stained　human　normal　tissue　sections　incubated　with　NCC－LU－45．　a，　endothelium
　　of　submucosal　vessels；　b，　tongue，　c，　bronchus，　d，　alveolar　epithelium．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　藁議畿議議
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　　　　　　．　　　　：講郵喫ノ　　　　　　　　tza　！　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　霧灘黙
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Fig．3　ABC　stained　human　lung　tissue　sections　incubated　with　NCC－LU－45．　a，　emphysematous
　　lung　parenchyma；　b，　interstitial　lung　fibrosis．
て乾燥させた．100％キシレンでパラフィンを除去
し，PBSで洗浄，2％NSS／PBSでブロッキング後，
各々の抗体をのせ室温にて2時間反応させた．二次
抗体としてビオチン化抗マウスIgGを用い，アビ
ディン，ビオチン複合体と反応させ，DABで発色さ
せた．
III．結 果
　1．抗体の性状；NCC－LU－45は，イムノブロット
法にてIgG1一κに属する事が確かめられた．また，
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　　　　 　ABC　stained　human　lung　cancer　tumor　tissue　sections　incubated　with　NCC－LU－45　（a），
　　　　　and　FN　8－12　（b）．　1，　well　differentiated　papillary　adenocarcinoma；　2，　goblet　cell　type
　　　　　bronchioloalveolar　cell　（adenocarcinoma；　3，　moderately　differentiated　squamous　cell　car－
　　　　　cinoma；　4，　small　cell　carcinoma．
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免疫で用いたNCC－LU－201細胞培養上清タンパク
に対するウエスタンプロット法の結果，250－kdを主
に350～400－kd，205－kdの3本のバンドを検出し
た（Fig．1，　lane　1）．対照として使用した細胞外基
質タンパクに対するモノクローナル抗体である抗ヒ
ト血漿fibronectinモノクローナル抗体FN　8－
12（Fig．1，　lane　2），抗ヒト血漿vitronectinモノ
クローナル抗体M2（Fig．1，1ane　3），抗ヒトtype
IV　collagenモノクローナル抗体JK－199（Fig．1，
1ane　4）との反応をみると，FN　8－12では220－kdを
中心としたfibronectin　のバンドを検出したが，
vitronectin，　type　IV　collagenはともに検出されな
かった．固相radioimmunoassayにてNCC－LU－45
がtenascinと特異的に反応する事が確かめられ
た．
　2．免疫組織化学染色；アセトン固定パラフィン
包埋した正常組織切片におけるNCC－LU－45の免
疫組織化学染色では，血管内皮基底膜（Fig．2a），扁
平上皮基底層（Fig．2b），気管支上皮基底層（Fig．2
c），腸管粘膜基底層，一部平滑筋，腎集合管間質，野
山，肝類洞壁に染色性を示し，健常な肺胞（Fig．2d），
膵，心筋，神経，卵巣，副腎では染色性を示さなか
った．133例の肺癌組織を用いたNCGLU－45によ
る免疫組織化学染色では，組織型，分化度を問わず，
全例の癌間質に著明な染色性を認めた．同一切片上
に二男部肺組織を含むもの66例については，全例，
非脚部に比較して癌間質への染色性が有意に強く，
特に27例では非癌部への染色性は全く認められな
かった．非癌部への染色性を示した例では，肺気腫
あるいは間質性肺炎の所見を示すものが多くみられ
た（Fig．3a，　b）．対照とした抗ヒト血漿fibronectin
モノクローナル抗体FN　8－12を用いた染色では，
癌間質，非三部間質いずれにおいても強い染色性を
示した．
　分化型腺癌，特に乳頭状増殖を示す肺癌では，既
存の肺組織を置換する形式で癌が浸潤していく傾向
にあるが，NCC－LU－45による染色では，癌間質と非
二部間質との境界が鮮明に染め分けられていた
（Fig．4，1－a）．また分化型腺癌のうち，　bronchiolo－
alveolar　cell　typeの肺癌では，既存の肺胞腔を置換
性に浸潤し，癌間質と周囲の正常組織間質との区別
はつけ難い傾向にあるが，NCC↓U－45による染色
で，癌組織の基底層にのみ染色性を認め，両者を容
易に区別できた（Fig．4，2－a）．対照として使用した
抗ヒト血漿fibronectinモノクローナル抗体FN　8－
12による染色（Fig．4，1－b，2－b）では癌間質と非
癌部間質との境界は不鮮明であった．
　扁平上皮癌では一般に癌胞巣周囲に間質が豊富に
みられるが，NCC－LU－45による染色では，この間質
にびまん性に染色性を示すものが多く（Fig．4，3－
a），対照としたFN　8－12による染色性（Fig．4，3－
b）と明らかな差異は認められなかった．
　大細胞癌，小細胞癌では，癌胞巣の問に存在する
乏しい間質に染色性を示し，これらについても，
FN　8－12による染色性と明らかな差異は認めなか
った（Fig．4，4－a，4－b）．
　細胞質内に染色性を示した例が，腺癌，扁平上皮
癌，大細胞癌に各々1例ずつみられた．
　一般に，NCC－LU－45は，線維質な間質に強く染色
性を示し，壊死部には，染色性を示さなかった．一
方，FN　8－！2は，線維質な間質にも壊死部にもびま
ん性に強い染色性が認められた．
IV．考 察
　Tenascinについては，現在まで主として，ニワト
リ胎児やヒト胎児の線維芽細胞や脳，神経系細胞で
発現しているtenascinを材料にして研究がすすん
で来た．したがってそれを認識するモノクローナル
抗体もヒトグリオーマ培養細胞で免疫したマウスよ
り得たものや3），ヒト，ニワトリの線維芽細胞や脳組
織を免疫原にして得られたものが多く1）・2）・6），今回著
者の作製したNCC－LU－45の様に，ヒトの上皮性悪
性腫瘍細胞を免疫原として得られたtenascinに対
するモノクローナル抗体の報告はない．癌組織中に
発現されるtenascinが，発生期の上皮間質や線維
芽細胞で発現されるtenascinと同一のものである
か否かは興味深い問題であり，この点についての解
明にNCGLU－45は有用であると考えられる．
　Tenascinは，上皮一間充織相互作用に基づいて，問
質側の細胞が産生するタンパクとして知られてお
り，上皮細胞の分裂に伴って間質細胞がtenascin
を産生し，それが上皮細胞の分裂・増殖・移
動1）・2）・6）・8）・9）・15），23）・24）に影響を与えていると考えられ
ている．しかし今回の研究では，免疫原として用い
たNCC－LU－20！の培養上清にtenascinの分泌が
認められており，このことは癌細胞自体がtenascin
を産生していることを示し，肺癌をはじめ種々の癌
細胞の分裂，増殖，転移において，tenascinがauto一
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crineな物質としても作用している可能性が示唆さ
れた．
　肺癌組織に対する免疫組織化学では，全例の癌間
質にtenascinの発現を認め，特に，分化型腺癌での
tenascin発現は，癌細胞の浸潤部位に極めて局在的
に認められ，また，bronchiolo－alveolar　cell　typeの
分化型腺癌では，tenascinの存在が，あたかも癌細
胞のbedの様にみられた．このことから，　tenascin
が，癌細胞の分裂，増殖といった生物学的特性を発
揮する「場」として重要な役割を担っていることが
推察された．TenascinにRGD依存性の細胞接着
活性があること，一部門腫瘍血管細胞に対する細胞
増殖作用を認めること，さらに。－DNA　cloningに
おいてEGF類似構造を認めることなどは，このこ
とを裏付ける事実としてとらえることができると考
えられる．
　肺癌組織間質への著明なtenascin発現に対し，
正常肺組織間質には，肺気腫あるいは間質性肺炎の
像を呈した少数を除き，ほとんどtenascinの発現
を認めなかった．同様の所見は現在まで，乳腺悪性
腫瘍8）・15），glioma3）においても報告されており，
tenascinは悪性腫瘍間質に特異的に発現されるも
のと考えられる．この抗体の特異性を利用して，ラ
ジオアイソトープ1311で標識した抗tenascinモノ
クローナル抗体を用いた画像診断25）や治療26）・27）・28）
が，gliomaの動物モデルに対して試みられている
が，肺癌においてもこれらの診断・治療への応用が
期待される．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た早田義博教授に深甚なる感謝の意を表すととも
に，直接の御指導と御鞭捷を頂きました国立がんセ
ンター研究所病理部下里幸雄部長，広橋説雄室長に
深く感謝いたします．また御協力いただいた野口雅
之先生，下山　豊先生，猪野義典先生をはじめ同研
究所病理部研究員各位に謹んで感謝の意を表しま
す．
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